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Abstract of EP1 184040 

A matrix for covering and regenerating damaged skin comprises network of autologous or allogenous 
human skin or artificial skin which contains in the interstices of the network a fibrin layer with keratinocyte 
cells on its upper side and fibroblasts, endothelial cells, melanocyte cells and/or growth stimulants in its 
mass. The human skin is either meshed or processed and expanded by the MEEK technique and is in 
native, avitalised, de-celled or otherwise processed form. The artificial skin is processed and expanded by 
the MEEK technique. An Independent claim is also included for the preparation of the matrix. 
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(54) Ha ut matrix zur Abdeckung und Regenerierung verletzter Hautpartien sowie Verfahren zu 
ihrer Hersteilung 



(57) Die voriiegende Erfindung betrifft eine Hautma- 
trix zur Abdeckung und Regenerierung verletzter Haut- 
partien, enthaltend ein Netz aus gerneshter Oder nach 
der MEEK-Technik aufgearbeiteter und weitlumig ex- 
pand ierter autologer oder allogener humaner Haut, in 
nativer, avitalisierter, dezellulierteroderanderweitig be- 
arbeiteter Form, oder nach der MEEK-Technik aufgear- 
beiteter und weitlumig expandierter artifizielier Hauter- 



satzmaterialien, wobei in den Zwtschenraumen des 
Netzes eine Rbrinschicht angeordnet ist, die auf ihrer 
Oberseite Keraiinozytenzeilen und/oder in ihrer Masse 
Fibroblasten und/oder EndothelzeJIen und/oder Mela- 
noyztenzelien und/oder Wachstumsstimulantien ent- 
halt, sowie ein Verfahren zur Hersteilung soicher Haut- 
matrizes. 
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Beschreibung 

[0001 J Gegenstand dervorliegenden Erftndung ist ei- 
ne neue Hautmatrix zur Abdeckung und Regenerierung 
verletzter Hautpartlen sowle Verfahren zu ihrer Herstel- 
lung. 

[0002] Der groBflachige Ersatz von Oberhaut (Epider- 
mis) und der daruntediegenden Lederhaut (Dermis) ist 
auBer bei seltenen Abschurfungen oder chirurgischen 
Eingriffen uberwiegend bei solchen Verbrennungen, 
Veratzungen und chronischen Wunden notwendig, die 
die Haul in ihrer gesamten Dicke beschadigen. 

Stand der klinischen Behandlung von Verbren- 
nungswunden 

[0003] Derfriihe und permanente VerschiuB von Ver- 
bren nungswunden stellt nach wie vor ein zentrales Pro- 
blem bei Patienten mit ausgedehnten Verbrennungen 
dar, Mit den Verbesserungen in der intensivmedizini- 
schen Behandlung und bei fruhzeitiger Nekrektomie 
(GERMANN et al., Fremdhauttransplantation bei 
Schwerverbrannten, Chirurg 66 (1995) 260-279) kon- 
nen auch Patienten mit ausgedehnten tiefen Verbren- 
nungswunden uberleben. Der mogiichst fruhzeitlge de- 
finitive VerschiuB groBflachiger Wunden vermeidet 
Flussigkeitsveriuste und Infektionen, die Hauptursa- 
chen fur die ansonsten hone Mortalitat Wenn nicht ge- 
nugend korpereigenes Hautmaterial zur Verfugung 
stent, entsteht der Bedarf nach biokompatibien Haut- 
aqulvalenten zur dauerhaften Deckung der Brandwun- 
den. 

[0004] Die vitale Bedrohung durch die verzogerte 
Wunddeckung nach groBflachigem thermischen Haut- 
verlust fuhrte zur Entwicklung der autologen Keratino- 
zytentransplantation mit konfluenten Keratin ozytens- 
heets (GALLICO et al.: Permanent coverage of large 
burn wounds with autologous cultured human epitheli- 
um. N Engl J Med 311 (1984) 448-451). Mit dieser me- . 
dizinisch anerkannten Methods werden seit 1986 Je- 
benserhaitende permanente Wunddeckungen durchge- 
fuhrt (seit 1 990 an ca. 150 schwerverbrannten Patienten 
in Deutschland und an mehr als 2000 Patienten welt- 
weit). Auf nicht infizierten, gut vaskularisierten Wundbet- 
ten adharieren die Kuiturzellen, proliferieren und diffe- 
renzieren innerhalb einer Woche zu einem epidermalen 
Abschlussgewebe. Langzertstudien (COMPTON et al.: 
Skin regenerated from cultured epithelial autografts on 
full-thickness burn wounds from 6 days to 5 years after 
grafting. Lab Invest 60 (1989) 600-612) belegen die 
schnelle physiologische Anbindung der kultivierten Epi- 
dermis an das Wundbett, ihre voile Ausreifung erfordert 
dagegen mehr als eln Jahr. Zur Neubildung des Binde- 
gewebes, einer vaskularisierten Dermis mit retikularen 
Anteilen und elastischen Ergenschaften, "benotigt der 
Korper dagegen vier bis fiinf Jahren umgebaut. Die re- 
generierte Haut bleibt dabei ohne SchweiBdrusen, 
Haarfoifikel und Talgdrusen. 



[0005] Die aus Hautbiopsien gezuchteten autologen 
Keratinozyten ermdglichen als physiologischer Hauter- 
satz einen permanenten WundverschluB und das Uber- 
leben von Schwerbrandverietzten konnen jedoch auf- 
5 grund des Fehlens dermaler Komponenten zu einem re- 
duzierten Gesamt-'Take" fuhren. Der erreichte Hautver- 
schluB ist zunachst mechanisch fragil und infektanfaliig 
und kann langfristig granulationsbedingte Narbenbil- 
dungen bzw. Kontraktumeigungen nicht sicher verhin- 
10 dern. (HICKERSON: Technical advances in the utiliza- 
tion of cultured epidermal autografts: Dermal augmen- 
tation for wound bed preparation. American Burn Asso- 
ciation, Twenty-nineth Annual Meeting Postgraduate 
Course; New York City; Proc Amer Burn Assoc. (1997)). 
15 [0006] Die Ch'rrurgie fordert deshalb seit langem die 
Integration dermaler Aquivalente in die Transplantate, 
bzw. die gleichzeitige Applikation dermaler Strukturele- 
mente, um einen fruhzeitig belastbaren, dauerhaften 
Hautersatz zu gewahrleisteh. Seit 1997 werden soge- 
20 nannte Komposit-Transplantate, also Transplantate, die 
im Labor aus der Kombination autologer Epidermiszel- 
len mit allogener Dermis oder artifiziellen Matrizes her- 
gestellt werden, als optimaJe Moglichkeitfur einen per- 
manenten Hautersatz angesehen. Gefordert werden fur 
25 replantierbare AbschluBgewebe neben anderen Kriteri- 
en wie der Unterstutzung lokaler Abwehrmechanismen 
und Wundheiiung verbesserte elastische Eigenschaf- 
ten, ein Wachstumspotentral mogiichst gleich dem der 
patienteneigenen Haut und eine langfristig bessere me- 
30 chanische und asthetische QualitaL 

[0007] Werden in Zellkultur vermehrte Epidermiszel- 
len auf oder kombiniert mit einer Matrix transplantiert, 
konnen "Take'-Raten bis zu 100% erreicht werden 
(COMPTON: Cultured epithelial autografts for bum 
35 wound resurfacing: Review of observations from a 
13-year biopsy study, American Bum Association, 
Twentynineth Annua) Meeting Postgraduate Course; 
New York City; Proc Amer Burn Assoc. (1 997)). Auf der 
Grundiage von Versuchen an athymischen Mausen 
^o wurden diverse Kombinationen aus Zellen epidermaler 
(Keratinozyten) und dermaler (Fibroblasten) Herkunft 
mrtdezellulierter, avitaler allogener Dermis oderderma- 
len Analoga entwickelt und auch am Menschen ange- 
wendet. 

45 [0008] Ergebnisse mit diesen Transplantaten aus Ke- 
ratinozyten kulturen und humaner azellularer Dermis 
zeigten eine Verbesserung der klinischen Gesamtresul- 
tate (MEDALIE et al.: Differences in dermal analogs in- 
fluence subsequent pigmentation, epidermal differen- 
ce tiation, basement membrane, and rete ridge formation 
of transplanted composite skin grafts, Transplantation 
64(3) (1 997) 464-465), seibst auf eprfaszialen Wunden 
(BOYCE: Epidermal / dermal co-curtures - current sta- 
tus, American Burn Association.Twenty-nineth Annual 
55 Meeting Postgraduate Course; New York City; Proc 
Amer Bum Assoc. (1 997)). Solche Komposittransplan- 
tate gelten also als bedeutender Fortschritt auf dem 
Weg zur Heiiung tiefer Verbren nungswunden. 
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[0009] Grundsatzlich sind zwei Ansatze bei der Ver- 
wendung von Komposithaut zu unterscheiden: 

1. ) Zwei-Schritt-Techmken 

[001 0J Hierfaei erfolgt nach voflstandiger Wundexzisi- 
on die Applikation eines fur den permanenten Verbleib 
bestimmten dermalen Ersatzes. Dieser wird eingeheilt 
und erst nach seiner Vaskularisierung auf der Wunde 
urn eine aus dem Labor stammende permanent verblei- 
bende patienteneigene Neoepidermis kqmplettiert Die 
Wunddeckung mit kryokonservierter Haut, gefolgt von 
sekundarer Transplantation mit kultivierten, autologen 
Keratinozyten nach Rheinwald/ Green, ist hierfur ein 
Beispiel. 

2. ) Ein-SchrroVTechniken 

[001 1 ] Hierbei erfolgt nach Wundexzision die simurta- 
ne Applikation von dermalem und epidermalem Ersatz - 
gewebe. Ais Beispiele fur dauerhafte Komposithaut- 
transplantate konnen Versuche der Kokultivierung von 
Keratinozyten und Fibroblasten (UfeSKIN® , Culture 
Technology, inc.), Kollagen-GJykosaminglykan-Gel mit 
autoiogen Fibroblasten und Keratinozyten Oder von Po- 
lyethylen-Oxid/Polybutylen-Terephthalaten mit autolo- 
gen Fibroblasten und Keratinozyten (PolyActive® ) gel- 
ten. Keines dieser Produkte wurde jedoch bis dato re- 
produzierbar realisiert oder ist in absehbarer Zeit hier- 
zulande fur eine groBflachige Anwendung verfugbar. 
[0012] Die wesentlichen Unterschiede zwischen der 
Ein-Schrirr- und Zwei-Schritt-Technik, liegen im Vasku- 
larisierungsgrad des transplantierten Wundgrundes 
bzw. der dermo-epidermalen Verbindurig an zwischen 
Neoderrnis und Neoepidermis. 

[0013] Bei derZwei-Schritt-Technikbestehtzum Zett- 
punkt der Transplantation keine Verbindung von derma- 
lem und neoepi dermalem Ersatzgewebe, das dermal e 
Ersatzgewebe auf der Wunde ist jedoch vollstandig va- 
skularisiert. Bei der Ein-Schritt-Technik wird die Verbin- 
dung zwischen dermalem und epidermalem Ersatzge- 
webe bereits in vitro vor der Transplantation erzeugt, 
wohingegen der dermale Ersatz zum Zeitpunkt der 
Transplantation avaskular ist 

[0014] Resumierend muB daher festgestellt werden, 
daB kein bisheriges Hautersatzmaterial humanen Ur- 
sprungs ein komplettes hauiahnliches und dauerhaftes 
Integument liefert, wie es eigentlich gewunscht ist Das 
Fehlen der GefaBversorgung macht die Transplantate 
anfallig gegen Infektionen. Die mangelnde Stoffversor- 
gung der Zellen kann zu veriangsamter Einheiiung bis 
hin zum Transplantatverlust fuhren. 
[0015] Die Verwendung von Kompositen in der KJinik 
ist derzeit noch als hoch experimentell einzustufen. Um 
den histobgischen und physiologischen Gegebenhei- 
ten weitestgehend zu entsprechen, erfordem anhef- 
tungsabhangige Zellen zur Herstellung eines transplan- 
tierbaren Hautaquivalentes die Kombination mit einer 



biologischen oder biokompatiblen Matrix. 
[0016] Die hierbei verwendeten biokompatiblen und/ 
oderbiodegradierbaren Materialien werden vom Korper 
angenommen, im Laufe der Zeit abgebaut und durch 

5 kdrpereigenes Material ersetzt. Aktuelle Entwlcklungen 
stellen eine Vielzahl von biokompatiblen, dreidimensio- 
nalen Kurturmatrizes zur Verfugung, deren Funktionali- 
tat teilweise bereits im experimentellen MaBstab ge- 
zeigt werden konnte (BOYCE: Epidermal / dermal co- 

10 cultures - current status, American Burn Association, 
Twenty-nineth Annual Meeting Postgraduate Course; 
New York City; Proc Amer Bum Assoc. (1997)). 
[001 7] Die Vertraglichkeit einiger Matrizes, fur die teil- 
weise Zulassungen als Medizinprodukte vorliegen, 

15 konnte mit kultivierten Zellen im experimentellen 
MaBstab gezeigt werden. 

1) Polytactide; z.B. Ethisorb® Ethicon, V7-2 iTV® 
Denkendorf 
20 2) Polyesterurethan; z.B. Degrapol® 

3) Hyaluronsaureester; z.B. HYAFR§>, Smith & Ne- 
phew, Laserskin® Rdia 

4) Mikrospharen-Techniken Kollagen/Dextran-Mi- 
krosparen, z.B. Roche 

25 5) Koliagenderivate bzw. Koliagen-Glykosamino- 
glykane Mischpolymere (Integra LifeScience) 

6) Fibrin (Beriplast®, Aventis; Tissucol®, Baxter) 

7) Konservierte humane Spalthaut (Leichenhaut) 

30 [001 8] Als Nachteile der Matrizes 1 - 4 zeigen sich bei 
ihrer Verwendung als Komposite mit humanen Zellen in 
den meisten Fallen fur die Zellen nachteilige Wirkungen 
durch die beim Abbau der Matrizes entstehenden Me- 
tabolite (z.B. freies Lactat, Hyaluronsaure- oder Polyu- 

35 rethanmonomere). Das entstehende Ersatzgewebe 
wird auch als mechanisch und plastisch-chirurgisch un- 
befriedigend beschrieben. Die Verwendung von Dex- 
tran beinhaltet die Gefahr der Induktion allergischer Re- 
aktionen oder - insbesondere im Falle von Beads -, de- 

40 ren Enzystierung. 

[0019] (5.) Koliagenderivate oder Kollagen-Glykos- 
aminogfykane Mischpolymere werden dagegen ohne 
die Bildung nachteiliger Produkte abgebaut und sind so- 
wohl mechanisch als auch plastisch-chirurgisch von 

45 deutlich hoherer Qualitat. Die positiven Eigenschaften 
dieser Matrizes sind vielfach publiziert. Die bei der Ver- 
wendung von Kollagenderivaten und auch bei Leichen- 
haut verwendeten Schichtdicken mussen jedoch kri- 
tisch diskutiert werden. Dicke Schichten konnen derfur 

50 eine schneiie Wundhellung dringend erforderficben, 
schnellen Vaskularisierung und Rezellulierung hinder- 
lich sein. Insbesondere bei Kombination dieser Materia- 
lien mit epitheiialen Zellen kann die Schichtdicke poten- 
tiell der limitierende Faktor sein, da sich das Eprthel na- 

55 turgemaB auf der dem Nahrstoffstrom abgewandten 
Seite befindet. 

[0020] (6.) Fibrin steflt eine neue Moglichkeit einer 
biokompatiblen Matrix dar. Fibrin ist als chirurgischer 
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Zwei-Komponenten-Wundkleber (Zulassung als Arz- 
neimittel) kornmerzielJerhaJtlich. Es wird aus getesteten 
humanen Plasmapools gewonnen. Rbrin kann in belie- 
big dunnen Schichten ausgebracht werden, ist aller- 
dings fur ein Handling als Schlcht zu.fragil. Fibrin kann 5 
als Unterlage fur die Kuftur von Zellen verwendet wer- 
den und hat keine negativen Effekte auf die vitalen und 
proliferativen Eigenschaften von Zellkulturen (PELLE- 
GRINI et a!.: The control of epidermal stem cells (ho- 
loclones) in the treatment of massive fufl-thickness io 
burns with autologous keratinocytes cultured on fibrin. 
Transplantation, 6, 868-879, (1998)). 
[0021] Als Tragermatrix fiir suspendierte Epithefzel- 
len wird Fibrin bereits eingesetzt. Die Methode verwen- 
det enzymatisch vereinzelte Epithelzellen aus der Zell- 15 
kultuf r " "eft e~zuffiicK8f in ei ti ef ~def KlebeTfcoTripori enteri * 
suspendiert werden. Wahrend des Polymerisierungs- 
prozesses werden sie vollstandig in den Kieber einge- 
schlossen. 

[0022] (7.) Allogene humane Leichenhaut ist als Be- 
handlungsstandard in der Verbrennungsmedizin eta- 
biiert. Durch stetige Verbesserung der Entnahmetech- [0027] 
nik ist es moglich, aus dem Spendermaterial sehrdunne 
Spalthaut zu gewinnen. Das Material, das vorwiegend 
aus extrazellularer Matrix und nur zu einem sehr gerin- 
gen Anteil aus zeltularen Anteilen besteht, wird vom 
Korper angenommen und bis zu ih rer AbstoSung inte- 
griert. Bei sachgerechter Praparation bleiben wichtige 
Bestandteile (z.B. Basalmembranen, Hohlraume der 
Vaskularisierung) erhaften. Damit ist dieses Material fiir 
eine Kombination mitderZellkulturtechnikgeeignet. Fur 
die Schichtdicke des Materials gelten allerdings die glei- 
chen EinschrSnkungen wie fur artifizielle Matrizes (sle- 
he (5)). 

[0023] Es besteht da her weiterhin ern groBes Bedurf- 
nis nach Hautmatrizes, welche eine stabile, rasch an- 
hellende und vaskularisierende Abdeckung und Rege- 
nerierung verletzterHautpartien ermogfichen. Die Erfin- 
der haben sich daher die Aufgabe gestellt solche Matri- 
zes und Verfahren zu ihrer Hersteflung zu finden. 
[0024] Die Losung cfieser Aufgabe ist durch die Merk- 
male der unabhangigen Anspruche gegeben und wird 
durch die Merkmaie der UnteransprOche gefordert. 

Beschrefbung des Verfahrens 



Etablierung autologer und allogener Keratmozyten- 
kulturen 

[0026] Die Zellkulturen werden nach dem standardi- 
sierten Protokoll von Rheinwald und Green zunSchst 
aus einer Hautbiopsie isoliert und in einer Primarkultur 
auf Feederlayem etabllert und vermehrL 
Dazu werden aus jeweils einem Qu ad ratzenti meter 
Hautca. 1 ,5-3x1 0 6 Keratinozyten isoliert und fur die Pri- 
markultur in einer Dichte von 1 - 7x10 s auf einem Fee- 
derlayer proliferationsinhibierter Fibroblasten ausgesat. 
Aus der gleichen Biopsie konnen bei weltergehenden 
Fragestellungen auch die anderen in einer Hautbiopsie 
prasenten Zelltypen (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, 
Melanozyten) durch fraktionierte Isolation gewonnen 
" unci in ZellRu ftur ef'abfiert werdeh~ 
Die Techniken ermoglichen die Etablierung sowohi au- 
tologer als auch allogener Kulturen. 



20 Matrix pra pa ration 



1 . Humane Leichenhaut (nativ oder glyzerinkonser- 
viert oder kryokonserviert oder dezelluliert, mit und 
ohne Restvitalitat) oder artifizielle Matrixmaterialien 
werden wie zu einer Transplantation vorbereitet 
(Rehydratation, auswaschen in physiologischen 
Medien), dann aber mit einem zur Expansion von 
Spafthaut klinisch verwendeten Meshgerat (z.B. 
Zimmer, Brennen, Aeskulap) netzartig eingeschnit- 
ten (gemesht) und im Verhartnis 1 :1 ,5 - 1 :S auf die 
gewunschte MaschengroBe expandiert in eine Zell- 
kutturschale ausgebracht. AJtemativ kann zur Ge- 
webeexpansion die MEEK-Technik (Brandt: Chirur- 
gische Strateglen bei der Behandlung Brandver- 
(etzter, Chirurg 66 (1995) 243-250) verwendet wer- 
den. 

2. Mit den gleichen Techniken konnen artifizielle 
Hautersatzmaterialien (Integra®, Capronolacton- 
netze, Polyglactinnetze (Vicryl®), Kollagen- 
schwamme) fur eine gleichartige Verwendung vor- 
bereitet werden. 



[0025] Die Verwendung von Fibrin in Verbindung mit 
gemeshter und weltlumig expandierter Leichenhaut 
oder artifiziellen biodegradierbaren Hautersatzwerk- 
stoffen vereint die Vorteile stabiler und permanent ver- so 
bleibender biologischer Matrizes mit der Moglichkeit Fi- 
brin als dunnen biokompatibien, zellkurturgeeigneten 
und biodegradierbaren Trager fur vltale Zellkulturen zu 
verwenden. 



Praparation des Fibnntragerfifrns 

[0028] Die Komponenten des Fibrinklebers werden 
nach Vorschrift des Herstellers verwendet oder in Ab- 
anderung des Herstellungsvorschriften mit geeigneten 
Salzlosungen (z.B. NaCI 1,1% mit CaCI 2 1mM) ver- 
dunnt. Die Fibrinogenkomponente ist fur den hier be- 
schriebenen Zv/eck unverdunnt oder bis zu einem Ver- 
dunnungsverhattnis von 1 :10 verwendbar. 
[0029] Die Thrombinkomponerrte wird bei der Her- 
stellung einer zellfreien Unterlage unverdunnt (500 - 
1 500 IE) verwendet oder bei einer gewunschten Verzo- 
gerung der Polymerisierung und/oder bei der Integrati- 
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on von Zellen in einem Bereich von 1IE bis 500IE mit 
geeigneten Salzlosungen (z.B. NaCI 1,1% mit CaCI 2 
lmM) verdunnt. 

[0030] Die Mischung der Komponenten erfolgt unmit- 
telbar vor dem Ausbringen in die Interstftien des vorbe- 
reiteten Matrixmaterials. Die Ausbringung erfolgt durch 
GJeSen (casting) oder durch Spruhen mit einem geeig- 
neten Druckzerstauber (z.B. Tlssomat, Fa. Baxter). Das 
Kompositwird dann als Unteiiage fur die Keratin ozyten- 
zellkulturen verwendet. 

[0031] Werterhin ist es moglich weitere aus dem Pa- 
tientenmaterial isolierte und vermehrte Zelien (z.B. au- 
tologe Fibroblasten und/oder EndothelzeUen und/oder 
Melanozyten) in das Fibrin zu integrieren. Dazu werden 
die Zellen nach ihrer Isolation aus dem Spendergewebe 
in Kultur etabliert und vermehrt, um aus dem Gesamti- 
solat adhasionsfahige und teilungsaktive Zellen zu se- 
lektlerten. Zellen mit geringerAuspragung dieser Bgen- 
schaften werden durch die Kulturbedingung ausgeson- 
dert Erst nach diesem Schrftt werden die Zellen mit der 
Matrix kombiniert. Dies geschieht durch das Suspendie- 
ren der Zellen in derThrombinkomponentedes Klebers. 
Die gewunschten Zelftypen konnen gleichzeitig einpo- 
Jymerisiert oder bei der Verwendung der Spruhtechnik 
in verschiedenen Lagen ausgebracht werden. Dieses 
Vorgehen erlaubt es die Zellen nach ihrer spezifischen 
Herkunft anzuordnen oder in ihrer physiologischen Ori- 
entierung auf die Matrix aufzubringen. 

VorteHe der neuartigen Matrix sind die 

[0032] 

ausschlieBliche Verwendung physiologischer Aus- 
gangsmaterialien 

vollstandige Integration (Zellen, Dermis, artrfizielle 
Matrixmateriafien) oder vollstandiger Abbau (Fi- 
brin) der Komposrtbestandteile 
ein stabiles Dermis- oder Dermisersatzmesh wird 
kombiniert mit einem sehr dunnen Zelltrager (Fi- 
brin) dereine schnelie Anbindung der Epithelzellen 
an den Nahrstoffstrom gewahrfeistet. 
Das Konzept bietet durch die Kombination ver- 
schiedener Zellen die Moglichkeit eine deutliche 
Verbesserung der Heilung groBfiachiger Wunden 
zu erreichen 

Durch die Verwendung azellularer Dermisersatz- 
materialien werden unerwunschte Immunreaktio- 
nen auf verbliebene aiiogene Zelibestandteile ver- 
mieden 

Verwendete Zellen konnen in physiologisch richti- 
ger Weise auf (Keratinozyten, Melanozyten) oder in 
(Fibroblasten, EndothelzeUen) eine Matrix gebracht 
werden 

Der Aufbau der Matrix erlaubt es die gewunschten 
Zelltypen gleichzeitig oder nachernander, sowie se- 
quentiell geschichtet auszubringen. 
Die Hbrinrnatrix ermoglicht die Integration zefl- 



wachstumsfordernder Substanzen in die transplan- 
tierbare Matrix. 



5 Patentanspruche 

1 . Hautmatrix zur Abdeckung und Regenerierung ver- 
letzter Hautpartien enthaltend 

10 a) ein Netz aus gemeshter oder nach der 

MEEK-Technik aufgearbelteter und weitlumlg 
expandierter autoioger odar allogener huma- 
ner Haut, in nativer, avitafisierter, dezellulierter 
oder anderweitig bearbeiteter Form oder nach 

15 der MEEK-Technik aufgearbelteter und weitlu- 

m'rg expandierter artifizieller Hautersatzmate- 
ri alien. 

b) wobei in den Zwischenraumen des Netzes 
20 eine Fibrinschicht angeordnet ist, die 

c) auf Ihrer Oberseite Keratinozytenzellen und/ 
oder in ihrer Masse Fibroblasten und/oder En- 
dothelzeUen und/oder Melanoyztenzellen und/ 

25 oder Wachstumsstimulantien enthalt 

2. Hautmatrix, gemaB Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Zellen adhasionsfahige, tei- 
lungsaktive Zellen sind, die aus Zellkulturen von 

30 Hautzellen des Patienten stammen. 

3. Hautmatrix gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB verschiedene Zelltypen in 
Qberelnandergeschichteten Lagen der Fibrin- 

35 schicht enthalten sind. 

4. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a) aus Kon- 
servierter humaner Spafthaut in dezellulierter Form 

40 besteht. 

5. Hautmatrix gemaB einem der Anspruch e 1-3, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a) aus arti- 
fiziellen Hautersatzmaterlalien besteht 

45 

6. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-5, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Fibrinschicht aus 
bekannten Fibrinklebem mittels Koagulationsmit- 
teln Thrombin, FaktorXHI und Aprotinin hergestellt 

so W ird. 

7. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Matrix eine Dicke 
von 0,05-0,5 mm aufweist 

55 

8. Hautmatrix gemaB einem der Anspruche 1-7, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Netz a), eine Zwi- 
schenraumflache von 20 - 90%, vorzugsweise 



5 



9 



EP 1 184 040 A1 



60-80 % der Gesamtflache aufweist. 

9. Verfahren zur Herstellung von Hautmatrix gemaB 
einem derAnspruche 1-8, dadurch gekennzeich- 
net, daS man 5 

a) Hautzellen des Patienten entnimmt und in 
bekannter Art und Weise auf geeigneten Kul- 
turmedien verm eh rt und nach Zelltypen selek- 
tiert, 10 

b) Matrixmaterial aus autologer oderallogener 
humaner Haul, in nativer, avitailsierter, dezej- 
iulierter oder anderweitig bearbeiteter Form 
oder artifi2ielien Hautersatzmateriafien im Ver- T5 
haltnis 1:1,5 - 1:8 mesht oder nach der 
MEEK-Technik weitlumig expandiert, wodurch 

ein Netz gebildet wird, 

c) Fibrin kleber in wassriger Losung mit den Ko- 20 
agulationsmitteln mischt, Zellkulturmaterial 
und ggf.wachsturnsstimuFierende Substanzen 
zufGgt und in die Zwischenraume des Netzes 
nach b) in einer oder men reren Lagen einbringt 
und verfestigt, 25 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, entsprechend da- 
durch gekennzeichnet, daB mehrere Lagen Fi- 
brinkleber mit untenschiedlichen Zelltypen einge- 
bracht werden. 30 

11 . Verfahren gemaB Anspruch 9 oder 1 0, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS auf die Oberselte der Matrix 
Keratinozytenzelien aufgebracht und kuHiviert wer- 
den. 35 

12. Verwendung einer Hautmatrix gemaB einem der 
Anspruche 1 -8, zur Abdeckung und Regenerierung 
verletzter Hautpartien. 

40 



45 



55 
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